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図 1 ： 高齢者の割合の推移[3] 
  




図 2 ： 要介護（要支援）認定数の推移[4] 
 
 












である[12]。そのため、HA は人工骨材の主流となり、自家骨の代用たり得る HA 系人工骨の
研究が長年行われてきた。しかし、現在でも自家骨と同等以上の機能を有する人工骨は開発
されていない。  


























の 6つのステップで説明される[14][15]。  
























果たす[19]。ここで、破骨細胞の形成過程を図 7に示す。  
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表 1 ： 骨伝導トリガータンパク質候補 
分類 血清タンパク質 骨基質タンパク質 


























































第 4 章では、HA ならびに-Al2O3に対して吸着したウシ血清アルブミンが骨芽細胞の接着、
伸展ならびに増殖に与える影響について検討し、比較した。 
第 5 章では、HA ならびに-Al2O3に対して吸着したウシ血清アルブミンが単球・マクロファ
ージ系細胞の接着、伸展ならびに増殖に与える影響について検討し、比較した。 
第 6 章では、-Al2O3に対するウシ血清アルブミンの吸着特性を、アルブミン溶液の濃度な




























図 8 ： HAの結晶構造 
  


















（RINT2200VL、株式会社リガク、東京、日本）測定を行った。XRD測定の条件は範囲 3 o～60 
o、サンプリング幅 0.02 o、スキャンスピード 2 o/min、電圧 40 kV、電流 40 mA で、結晶相は





両粉末の比表面積（SSA：specific surface area）を、窒素吸着による BET（Brunauer, Emmett, 
Teller）法（Autosorb-iQ, Quantachrome Instruments, Florida, US）を用いて決定した[41]。加え
て、両粉末ならびに BSA（ 001-000-161, Jackson ImmunoResearch Laboratories, INC., 
Pennsylvania, US）の生理食塩水中でのゼータ電位を、レーザーゼータ電位計（ELS-Z、大塚
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電子株式会社、大阪、日本 ならびに  Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments Ltd., 
Worcestershire, UK）を用いて測定した。このとき、生理食塩水の pHは 4.0、5.5、7.4とし、pHの




メスシリンダーを用いて蒸留水 を 227.7 ml 計量し、ビーカーに加えた。マイクロピペット
（NPX-5000、アズワン株式会社、大阪、日本）を用いて、HCl（083-01095、和光純薬株式会社、
大阪、日本）をビーカーに 2.3 ml加えた。これを 10 mM HCl溶液とした。 
メスシリンダーおよびマイクロピペット（NPX-1000、アズワン株式会社、大阪、日本）を用いて
蒸留水 を 230.375 ml 計量し、ビーカーに加えた。電子天秤（ASP64、アズワン株式会社、大
阪、日本）を用いて NaOH顆粒（198-13765、和光純薬株式会社、大阪、日本）を 0.095 g秤量
し、ビーカーに加えた。これを 10 mM NaOH溶液とした。 




指示計（HM-25R、東亜 TDK 株式会社、東京、日本）を設置した。このとき、ビーカー内の pH
は 5.60だった。マイクロピペットを用いて、10 mM HClおよび 10 mM NaOH溶液をビーカーに
加え、ビーカー内の pHを 7.40に調整した。最終的に HClを 1 ml、NaOHを 5.6 ml加えた。
ビーカー内の溶液 1000 ml を共洗の後プラスチック容器に移し替え、これを生理食塩水（pH 
7.40）とした。ビーカー内に残っている溶液に更に 10 mM HCl を 1.06 ml加えることで生理食
塩水（pH 5.50）500 mlを、更に 10 mM HClを 2.1 ml加えることで生理食塩水（pH 4.00）500 ml
を調整し、それぞれプラスチック容器に移し替えた。すべての pH の生理食塩水を、薬用冷蔵
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た。電子天秤を用いて、BSAを 200 mg秤量した。撹拌子を回転しながら、ビーカー内に BSA
の全量をゆっくりと加えた。BSAが完全に溶解した溶液を、1.0 mg/ml BSA溶液とした。 
マイクロピペットを用いて、1.0 mg/ml BSA 溶液を HA 粉末入りのチューブに 1.2 ml、
-Al2O3粉末入りの遠沈管に 5 mlずつそれぞれ加えた。新たにマイクロチューブを 9本用意し、
マイクロピペットを用いて 1.0 mg/ml BSA溶液を 1.2 mlずつ加えた。同様に、新たな遠沈管 9
本に 1.0 mg/ml BSA溶液を 5 mlずつ加えた。ミニミキサー（IS-MB1、池田理化株式会社、東
京、日本）を用いて、すべての容器を 10 secボルテックスした。すべての容器をチューブローテ
ーター（TR-350、アズワン株式会社、大阪、日本）にセットし、恒温器（IC402、ヤマト科学株式
会社、東京、日本）内で 20 rpm、36.5 oCで回転浸漬した。各サンプルの浸漬時間を表 2に示
す。なお、粉末状試料を含まない 18 本の容器はコントロールとし、本実験系そのものの BSA
濃度に対する影響を検討するために用いた。 
遠心器（CN-1050、アズワン株式会社、大阪、日本）を用いて、回転浸漬後の容器を 6000 
rpmで 5 min遠心分離した。チューブを新たに 5本用意し、表 3に示す 5種類の濃度の検量
溶液をそれぞれ調整した。ミニミキサーを用いて、検量溶液をそれぞれ 10 sec ボルテックスし
た。 
 
表 2 ： 各サンプルの浸漬時間 
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表 3 ： 検量溶液の調製 
検量溶液濃度 [mg/ml] BSA溶液体積 [ml] 生理食塩水体積 [ml] 
1.0 1.0 0 
0.8 0.8 0.2 
0.6 0.6 0.4 
0.4 0.4 0.6 
0.3 0.3 0.7 
 
表 4 ： 定量溶液の調製 




釈した。ミニミキサーを用いて、希釈後の溶液を 10 sec ボルテックスし、これらを定量溶液とし
た。 
マイクロピペット（NPX-100、アズワン株式会社、大阪、日本）を用いて、染色液（7664-38-2, 
Bio-Rad Laboratories, Inc., California, US）を 96wellプレート（167008、アズワン株式会社、大
阪、日本）に 40 l ずつ分注した。マイクロピペットを用いて、定量溶液を染色液の入ったウェ
ルに 160 lずつ加えた。96wellプレートを室温で 5 min静置した。96wellプレートをマイクロ
プレートリーダー（サンライズリモート CTS-R、テカンジャパン株式会社、神奈川、日本）に設置




2.2.3 と同様に、HA 粉末が入ったチューブならびに-Al2O3 粉末が入った遠沈管をそれぞ
れ 20本ずつ用意した。 
2.2.3 と同様に、1.0 mg/ml BSA溶液を 90 ml調整した。遠沈管（ECK-50ML-R、アズワン株
式会社、大阪、日本）を 4本用意し、表 5に示す 4種類の濃度の BSA溶液をそれぞれ調整し
た。ミニミキサーを用いて、すべての濃度の BSA溶液をそれぞれ 10 secボルテックスした。 
マイクロピペットを用いて、0.3 mg/ml BSA溶液を HA粉末入りのチューブ 5本に 1.2 mlず
つ、-Al2O3粉末入りの遠沈管 5本に 5 mlずつそれぞれ加えた。同様の操作を 0.4、0.6およ
び 0.8 mg/ml BSA溶液についても行った。ミニミキサーを用いて、すべての容器を10 secボル
テックスした。  
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表 5 ： 各濃度の BSA溶液の調製 
BSA溶液濃度 [mg/ml] 生理食塩水体積 [ml] 1.0 mg/ml BSA溶液体積 [ml] 
0.8 8 32 
0.6 16 24 
0.4 24 16 
0.3 28 12 
 
表 6 ： 各サンプルの BSA溶液濃度 
















すべての容器をチューブローテーターにセットし、恒温器内で 20 rpm、36.5 oCで 1 h回転浸
漬した。各サンプルの BSA溶液濃度を表 6に示す。 










（pH5.5）を 40 ml調整した。 
マイクロピペットを用いて、BSA溶液（pH4.0）をHA粉末入りのチューブ 5本に 1.2 mlずつ、
-Al2O3粉末入りの遠沈管5本に5 mlずつそれぞれ加えた。同様の操作をBSA溶液（pH5.5）
についても行った。  
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表 7 ： 各サンプルにおける BSA溶液の pH 













テーターにセットし、恒温器内で 20 rpm、36.5 oC で 1 h 回転浸漬した。各サンプルにおける
BSA溶液の pHを表 7に示す。 








（a）                          （b） 
 
 
図 10 ： HA粉末（a）ならびに-Al2O3粉末（b）の XRDパターン  







は 4－20 m程度であり、これは SEMの観察結果とも一致した。 
 
（a）                          （b） 
 
 
図 11 ： HA粉末（a）ならびに-Al2O3粉末（b）の SEM写真 
 
（a）                          （b） 
 
 
図 12 ： HA粉末（a）ならびに-Al2O3粉末（b）の粒度分布 
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表 8 ： HA粉末ならびに-Al2O3粉末の SSA 
試料 SSA [m2/g] 各サンプルの質量 [g] 各サンプルの総表面積 [m2] 
HA 9.345 0.018 
0.17 




図 13 ： HA粉末、-Al2O3粉末ならびに BSAのゼータ電位 
 
一方、-Al2O3粉末では直径 2－15 m程度の粒子の他に、直径 100－300 m程度の粒子も
混在していた。SEMで観察した限りでは100 m以上の凝集体は確認されなかったが、念のた
め-Al2O3 粉末をふるい（NEW PERLON SIEVES、株式会社伊藤製作所、東京、日本）にか
け、53 m以上の凝集体を取り除いた。これより、BSAの吸着特性を議論する際に、両粉末の
粒子サイズの違いを考慮する必要はないと考えられた。 
HA粉末ならびに-Al2O3粉末の BET 測定結果を表 8 に示す。粒子サイズがそれほど変わら
ないにもかかわらず、HA 粉末の SSA の方が-Al2O3粉末の SSA と比べておよそ 5 倍も大き
かった。この結果は、HA 粉末の方が-Al2O3 粉末と比べてより小さな表面細孔を有する可能
性を示唆している。また SSAのデータより、以降の BSA吸着試験では、HA粉末を 0.018 gず













度のばらつきは 10 %未満であった。このことから、本実験において BSA濃度に対する実験系
の影響を考慮する必要はないと考えられた。 
HA 粉末ならびに-Al2O3粉末に対する BSA 吸着の時間特性を図 14 に示す。HA粉末に
対する BSAの吸着量は、浸漬時間を 1 時間以上に延ばしてもほとんど変化しなかった。一方、
-Al2O3粉末に対する BSA の吸着量は、浸漬時間 1－2 時間にかけて減少し、その後はほと
んど変化しなかった。また、浸漬時間 2 時間以上では、-Al2O3粉末に対する BSA の吸着量
はサンプル毎に大きくばらついた。これは、浸漬時間が 1 時間を越えると、-Al2O3 粉末が遠
沈管の底に沈殿、凝集してしまったことが原因と考えられる。沈殿、凝集の要因としては、HA
粉末の実験系と比べて粉末量が多かったことや容器の底が細くなっていたことが挙げられる。
以上より、以降の実験では回転浸漬の時間を 1 hに設定した。 
次に、HA粉末ならびに-Al2O3粉末に対する BSAの吸着等温線を図 15に示す。BSA濃
度が 0.8 mg/ml未満のとき、両粉末に対するBSAの吸着量はBSA濃度の増加に伴い徐々に






図 14 ： HA粉末ならびに-Al2O3粉末に対する BSA吸着の時間特性  




























      
 
 





  （2） 
 
ここで、式（2）に基づき図 15のデータを横軸 C、縦軸 C/q として図 16にプロットし直した。これ
はラングミュアプロットと呼ばれ、R2の値が1に近いほど実際の吸着とラングミュアモデルとの相
関が高いことを示す。図 16 では、どちらの試料も 1 に近い相関係数を示しており、HA 粉末な
らびに-Al2O3粉末に対する BSA の吸着が主に単分子層の化学吸着である可能性を示唆し
ている。 
次に、HA粉末ならびに-Al2O3粉末に対する BSA吸着の pH特性を図 17に示す。  




図 17 ： HA粉末ならびに-Al2O3粉末に対する BSA吸着の pH特性 
 
BSA 溶液の pH 上昇に伴い、HA 粉末に対する BSA 吸着量は徐々に減少した。一方、BSA












表 9 ： 各試料のゼータ電位の符号変化 
試料 
ゼータ電位 
pH4.0 pH5.5 pH7.4 
HA 正 負 負 
-Al2O3 正 正 正 
BSA 正 負 負 
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-Al2O3のゼータ電位は、pH5.5ならびに 7.4においては BSA と逆符号である一方、pH4.0に
おいては同符号であった。これは、pH が 4.0 の際に BSA 吸着量が大幅に減少した事実と一
致する。すなわち、-Al2O3に対するBSAの主な吸着機構はゼータ電位に起因する静電気的
引力によるものと考えられる。一方、HA のゼータ電位は常に BSA と同符号であり、両者の間
には引力よりもむしろ静電気的斥力が働いている。このことから、HA に対する BSA の主な吸
着機構は図 9に示した局所的なイオン間相互作用によるものと考えられる。また、HAに対する
BSA吸着量がpHの上昇に伴い減少したのは、HAのa面が水酸化物イオンに占有され、BSA
吸着に不利に働いたことを示唆している。すなわち、HA に対する BSA の吸着においては、















（a）                          （b） 
 
 
図 18 ： HA粉末（a）ならびに-Al2O3粉末（b）の SEM写真（高倍率）  
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表 10 ： HAならびに-Al2O3に対する BSAの吸着特性 
 HA -Al2O3 
骨伝導性 有 無 
BSA吸着能 低 高 
BSA吸着機構 イオン間相互作用（局所的） 静電相互作用（全体的） 
 











































図 19 ： プロテアーゼのペプチド結合切断機序  
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（a）                    （b） 
 
 










本章では、第 2 章と同様に市販の HA 粉末（HAP-200、太平化学産業株式会社、大阪、日
本）、-Al2O3粉末（ALO14PB、高純度化学研究所、埼玉、日本）ならびに BSA（001-000-161, 




電子天秤（ASP64、アズワン株式会社、大阪、日本）を用いて、HA 粉末 0.015 g ならびに
-Al2O3粉末 0.02 gを秤量した。秤量した両粉末をそれぞれマイクロチューブ（GDMSR-2ML、
アズワン株式会社、大阪、日本）に加えた。以上の操作を繰り返し、HA 粉末ならびに-Al2O3
粉末が入ったチューブをそれぞれ 5本ずつ用意した。  
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表 11 ： HA粉末ならびに-Al2O3粉末に対する BSA溶液量 
試料  試料質量 [g] BSA溶液体積 [ml] 
HA 
第 2章 0.018 1.2 
本章 0.015 1 
-Al2O3 
第 2章 0.1 5 




電子天秤を用いて、BSA を 8 mg秤量した。撹拌子を回転しながら、ビーカー内に BSAの全
量をゆっくりと加え、0.4 mg/ml BSA溶液とした。 
マイクロピペットを用いて、0.4 mg/ml BSA溶液を各粉末入りのチューブにそれぞれ 1 mlず
つ加えた。なお、各サンプルの粉液比は第 2 章と同じに設定した（表 11）。ミニミキサー
（IS-MB1、池田理化株式会社、東京、日本）を用いて、すべてのチューブを 10 sec ボルテック
スした。すべてのチューブをチューブローテーター（TR-350、アズワン株式会社、大阪、日本）





マイクロピペット（3120000046, Eppendorf AG, Hamburg, Germany）を用いて、1 mol/l の
Tris-HCl buffer（pH 7.8）100 lを遠沈管（ECK-15ML-R、アズワン株式会社、大阪、日本）に
分注した。遠沈管に MilliQ 水（WG250W、ヤマト科学株式会社、東京、日本）4.9 ml を加え、
溶液の総体積を 5 ml とした。この溶液を Tris-HCl buffer とした。 
タッチミキサー（MT-31、ヤマト科学株式会社、東京、日本）を用いて、回転浸漬後の各サン
プルをそれぞれ 10 sec ボルテックスし懸濁液とした。マイクロチューブ（1-7521-01、アズワン株
式会社、大阪、日本）を新たに 4本用意し、任意の HA粉末の懸濁液を 50 lずつ分注した。
同様に、新たなマイクロチューブ 4本に任意の-Al2O3粉末の懸濁液を 50 lずつ分注した。
微量高速遠心機（CF15RXⅡ、日立工機株式会社、東京）を用いて、懸濁液を分注したすべ
てのチューブを 1 min ずつ遠心分離した。マイクロピペットを用いて、遠心分離後の上清をす
べて取り除いた。すべてのチューブに Tris-HCl buffer をそれぞれ 500 lずつ加え、上下に軽
く振った。先程と同様に、すべてのチューブを 1 min ずつ遠心分離し、上清を取り除いた。す
べてのチューブに Tris-HCl bufferをそれぞれ 50 lずつ加え、タッチミキサーを用いて 10 sec
ボルテックスした。  
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表 12 ： HA粉末ならびに-Al2O3粉末に対するトリプシン反応時間 












マイクロピペット（3120000038, Eppendorf AG, Hamburg, Germany）を用いて、各サンプルにトリ
プシン（T6567-5X20UG, Sigma-Aldrich Co. LLC., Missouri, US）をそれぞれ 2 lずつ加えた。
各サンプルに対するトリプシンの反応時間を表 12 に示す。トリプシン反応後の各チューブに、








Dodecyl Sulfate） bufferで満たし、長寿ゲル（HOG-0520-17、オリエンタル インスツルメンツ株
式会社、神奈川、日本）を設置した。ベンチマーク着色済みタンパク質ラダー（10748-010, Life 
Technologies Corporation, California, US）ならびに各サンプルをそれぞれのウェルに 10 lず
つ分注し、30 mAで 1 h電気泳動した。ゲルを取り外し、両端にカッターで切れ目を入れた後
にプラスチック容器に移した。プラスチック容器を CBB（Coomassie Brilliant Bule）溶液
（7664-38-2, Bio-Rad Laboratories, Inc., California, US）で満たし、ベリーダンサーシェーカー











料に吸着していなかったBSAの洗浄が十分であり、サンプルNo. 3 – 8のバンドは試料に吸着
したBSAのみのトリプシン分解結果であることを保証する。また、サンプルNo. 3 – 8において、
70 kDa付近に明瞭なバンドが観察された。これは、濃度勾配の影響で、BSAを含まない
sumple buffer中にほぼ未分解の BSA（分子量 69 kDa）が脱着したものと考えられる。 
HA の場合、トリプシンの反応時間に依らず 70 kDa 付近以外に他のバンドは観察されなか
った。一方、-Al2O3の場合、トリプシンの反応時間に依らず 55 kDa付近および 35 kDa付近
にもバンドが観察された。ここで、BSAの一次構造を図 22に、比較対象として HASの一次構
造を図 23に示す[50]。2.1で述べた通り、HSAとBSAのアミノ酸配列が 76 %一致していること
が分かる。アミノ酸の分子量ならびにトリプシンの作用部位を考慮し、得られた 2 本のタンパク
質断片が元の BSA のアミノ酸配列のどの部分に該当するかを予測した結果を表 13 に示す。
分子量 55 kDa または 35 kDa程度という条件を満たす候補は複数存在した。すなわち、複数





図 21 ： 吸着 BSA断片の電気泳動バンド 
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D T H K S E I A H R F K D L G E E H F K 
                   40 
G L V L I A F S Q Y L Q Q C P F D E H V 
                   60 
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                   180 
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                   220 
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                   240 
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                   260 
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                   300 
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                   320 
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図 22 ： BSAの一次構造. 116番目の空欄は、HSAと比較した際にV（バリン）が欠損している
ことを示す 
  
 - 28 - 
 
                   20 
D A H K S E V A H R F K D L G E E N F K 
                   40 
A L V L I A F A Q Y L Q Q C P F E D H V 
                   60 
K L V N E V T E F A K T C V A D E S A E 
                   80 
N C D K S L H T L F G D K L C T V A T L 
                   100 
R E T Y G E M A D C C A K Q E P E R N E 
                   120 
C F L Q H K D D N P N L P R L V R P E V 
                   140 
D V M C T A F H D N E E T F L K K Y L Y 
                   160 
E I A R R H P Y F Y A P E L L F F A K R 
                   180 
Y K A A F T E C C Q A A D K A A C L L P 
                   200 
K L D E L R D E G K A S S A K Q R L K C 
                   220 
A S L Q K F G E R A F K A W A V A R L S 
                   240 
Q R F P K A E F A E V S K L V T D L T K 
                   260 
V H T E C C H G D L L E C A D D R A D L 
                   280 
A K Y I C E N Q D S I S S K L K E C C E 
                   300 
K P L L E K S H C I A E V E N D E M P A 
                   320 
D L P S L A A D F V E S K D V C K N Y A 
                    
  
 - 29 - 
 
                   340 
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                   520 
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                   540 
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                   560 
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図 23 ： HSAの一次構造 
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表 13 ： タンパク質断片の候補 
N末端 （配列番号） C末端 （配列番号） 分子量 [kDa] 
K （64） K （545） 55.1 
K （4） R （485） 55.0 
K （93） K （574） 55.0 
K （20） K （500） 54.7 
K （41） K （521） 54.7 
R （10） K （317） 35.0 
K （93） K （397） 35.0 
K （128） K （432） 35.0 
R （197） K （505） 35.0 






着面積が大きい可能性を示唆しており、第 2 章で HA の方が-Al2O3よりも BSA 吸着量が少


































図 24 ： 第 4章の実験スキーム  











HA粉末（HAP-200、太平化学産業株式会社、大阪、日本）1.2 gを直径 20 mm、厚さ 2 mmの
円板状に成型した。この際ときの圧力、昇圧時間ならびに保持時間はそれぞれ 245 MPa、8 
min、1 min とした。卓上型高温マッフル炉（MSFS-1218、山田電機株式会社、東京、日本）を
用いて、HA円板を 1300 oCで 1 h焼結した。このときの昇温速度は 30 oC/minで、降温時は炉
冷した。結果として、円板の直径は 14 mm となった。一方、-Al2O3 については市販の円板
（高純度アルミナ丸板 99.6 %、ヒートシステム株式会社、福岡、日本）を用いた。円板の大きさ









方法は以下の通りである。超音波洗浄後の円板をコニカルチューブ（ 352098, Becton 
Dickinson and Company, NJ, US）に移し、チューブ内に蒸留水 50 mlを加えた。コニカルチュ
ーブをチューブローテーター（TR-350、アズワン株式会社、大阪、日本）に設置し、3 rpmで 24 
h回転浸漬した。 
更に、円板表面に付着している有機物を除去するために熱分解処理を行った。具体的方
法は以下の通りである。蒸留水を用いた超音波洗浄（25 oC、10 min）を 2度施した。卓上型高
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後の円板を 121 oC、2 atmで 20 min滅菌処理した。滅菌後の円板を HAならびに-Al2O3の




両 original disc に対して薄膜 XRD（RINT2200VL、株式会社リガク、東京、日本）測定を行
った。XRD測定の条件は範囲3 o～60 o、サンプリング幅0.02 o、スキャンスピード2 o/min、電圧
40 kV、電流 40 mAで、結晶相は JCPDSデータファイルを参照し、同定した。加えて、焼結の
含有イオンに対する影響を検討するため、HA 円板に対してはフーリエ変換赤外分光光度計
（FT-IR：Fourier Transform Infrared Spectroscopy）（FT/IR-6200、日本分光株式会社、東京、日
本）測定を行った。FT-IR測定の条件は範囲 400 cm-1～4000 cm-1、サンプリング幅 0.96 cm-1、
スキャンスピード 2 mm/sec とし、反射測定結果をクラマース・クローニッヒ変換で解析した[58]。
また、SEM（VE-8800、株式会社キーエンス、大阪、日本）を用いて、両円板の表面形態観察






行した。メスシリンダーを用いて、第 2 章で作製した生理食塩水（pH 7.4）100 ml を計量し、ビ
ーカーに加えた。ビーカーに撹拌子を加え、マグネチックスターラー（HS-360、アズワン株式
会社、大阪、日本）に設置して撹拌した。電子天秤（ASP64、アズワン株式会社、大阪、日本）
を用いて、BSA（001-000-161, Jackson ImmunoResearch Laboratories, INC., Pennsylvania, US）
800 mgを秤量し、ビーカーに加えた。テルモカテラン針（NN-2070C、テルモ株式会社、東京、
日本）、テルモシリンジ（ss-10Sz、テルモ株式会社、東京、日本）ならびにシリンジフィルタ
（17597, Sartorius AG, Goettingen, Germany）を用いて、ビーカー内の溶液を滅菌処理した。こ
れを 8.0 mg/ml BSA溶液とした。HA ならびに-Al2O3の original discを 24-well plate（92424, 
Techno Plastic Product AG, Trasadingen, Switzerland）にそれぞれ20枚ずつ設置した。マイクロ
ピペット（NPX-5000、アズワン株式会社、大阪、日本）を用いて、各円板を設置した 40 箇所の
ウェルに 8.0 mg/ml BSA溶液を 2 mlずつそれぞれ加えた。  
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表 14 ： 各サンプルの培地浸漬時間 

























ートを 4 oCで 24 h静置した。静置後の円板を、HAならびに-Al2O3の BSA-coated disc とし
た。 
original HA disc、original -Al2O3 discならびに BSA-coated HA disc、BSA-coated -Al2O3 
discの 4種類の円板 15枚ずつを、新たな 24-well plateに移動した。本章では、20 %の FBS




3、6 h後に、4種類の円板をそれぞれ 5 枚ずつ回収し、新たな 24-well plateに移動した。各
サンプルの培地浸漬時間を表 14に示す。 
マイクロピペットを用いて、円板が入ったすべてのウェルに RIPA（RadioImmunoPrecipitation 
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表 15 ： 検量溶液の調製 
検量溶液濃度 [mg/ml] BSA溶液体積 [ml] RIPA lysis buffer体積 [ml] 
10 1.0 0 
8 0.8 0.2 
6 0.6 0.4 
4 0.4 0.6 
3 0.3 0.7 
 
表 16 ： 定量溶液の調製 





マイクロピペットを用いて、RIPA lysis buffer を 10 ml ビーカーに加えた。ビーカーに撹拌子
を加え、マグネチックスターラーに設置した。電子天秤を用いて、BSAを 100 mg秤量した。撹
拌子を回転しながら、ビーカー内にBSAの全量をゆっくりと加えた。BSAが完全に溶解した溶
液を 10 mg/ml BSA溶液とした。マイクロチューブ（GDMSR-2ML、アズワン株式会社、大阪、
日本）を 5 本用意し、に示す 5 種類の濃度の検量溶液をそれぞれ調整した。ミニミキサーを用




Bio-Rad Laboratories, Inc., California, US）を 96wellプレート（167008、アズワン株式会社、大
阪、日本）に 40 l ずつ分注した。マイクロピペットを用いて、定量溶液を染色液の入ったウェ
ルに 160 lずつ加えた。96wellプレートを室温で 5 min静置した。96wellプレートをマイクロ
プレートリーダー（サンライズリモート CTS-R、テカンジャパン株式会社、神奈川、日本）に設置
し、各溶液に対する 595 nmの吸光度を測定した（ブラッドフォード法）[42]。なお、統計処理は




4.2.2 と同様の方法で、HAならびに-Al2O3の BSA-coated discをそれぞれ 15枚ずつ作製
した。ウォーターバス（THEMO MAX TM-1、アズワン株式会社、大阪）を用いて培地を 36.7 
o
Cに加温した。 
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以下の操作はクリーンベンチ内にて施行した。original HA disc、original -Al2O3 discなら
びに BSA-coated HA disc、BSA-coated -Al2O3 discの 4種類の円板各 15枚ずつを、ノントリ
ートメント型の 24-well plate（351147, Techno Plastic Product AG, Trasadingen）に設置した。マ
イクロピペット（m1000, Sartorius Biohit Liquid Handling Oy, Helsinki）を用いて、円板を設置し
たウェルに培地を 1 ml ずつ加えた。マイクロピペットを用いて、円板を設置したウェルに
MC3T3-E1 細胞（pre-osteoblastic cell line）を 10,000 cell ずつ加えた。CO2 インキュベータ
（MCO-18AIC（UV）、三洋電機株式会社、大阪）内にて、プレートを 5 % CO2雰囲気下、37.0 
o
C でインキュベートした。インキュベート開始から 1、3、6 h 後に、4 種類の円板をそれぞれ 5 
枚ずつ回収し、新たな 24-well plateに移動した。各サンプルのMC3T3-E1細胞培養時間を表
17に示す。 
Dimethyl sulfoxido（DMSO）0.1 mlに、Fluoresein diacetate（FDA; 348-07411、株式会社同
仁化学研究所、熊本、日本）20.819 mgを溶解した。溶解後の溶液を 0.5 mM FDA/DMSOとし
た。新たなコニカルチューブ（352098, Becton Dickinson and Company, NJ, US）に、0.5 mM 
FDA/DMSO 0.1 mlならびに PBS（05913、日本製薬株式会社、東京、日本）9.9 mlを加えて混
合した。混合後の溶液を蛍光染色液とした。コニカルチューブをアルミホイルで覆い、蛍光染
色液を遮光状態で保存した。新たな 24-well plateの各ウェルに PBSを 500 lずつ分注した。





表 17 ： 各サンプルのMC3T3E1細胞培養時間 
























Sartorius Biohit Liquid Handling Oy, Helsinki）を用いて、PBSを 500 lずつ各ウェルに加え、
プレートを手で軽く揺すった。サクションポンプを用いて、すべてのウェルから PBSの全量を取
り除いた。マイクロピペットを用いて、蛍光染色液を 200 l ずつ各ウェルに加えた。CO2インキ








た。このとき、（細胞の存在が確認できる）任意の 4 箇所における倍率 100 倍の画像を顕微鏡
用カメラ（DP21、オリンパス株式会社、東京、日本）で撮影し、その画像内の細胞数をカウント




4.2.3 と同様に、original HA disc、original -Al2O3 disc ならびに BSA-coated HA disc、
BSA-coated -Al2O3 discの 4種類の円板各 15枚ずつの上でMC3T3-E1細胞を培養した。
各サンプルの細胞培養期間を表 18に示す。培養開始から 2、7、14 day後に、4種類の円板を
それぞれ 5 枚ずつ回収し、新たな 24-well plate に移動した。AllPrep DNA/RNA Mini Kit
（80204, QIAGEN Inc., CA, US）を用いて、各サンプルの表面に存在する DNA量を定量した。
具体的な手順は次段落に示す。 
Buffer RLT 3.5 mlに型メルカプトエタノールを 35 l加え、これを細胞溶解液とした。マイク
ロピペットを用いて、回収したサンプルが入ったウェルに細胞溶解液を 350 lずつそれぞれ分
注した。セルスクレーパを用いて、円板表面の溶解物をそれぞれ剥離した。ピペッティングによ
り細胞塊を破砕した後、各ウェル内の溶液の全量を QIAshredder Mini Spin Columnにそれぞ
れ移した。微量高速遠心機（CF15RXⅡ、日立工機株式会社、茨城、日本）を用いて、カラム
を 4oC、14000 rpmで 2 min 遠心分離した。カラム内の残液の全量をそれぞれ AllPrep DNA 
Mini Spin Columnに移し、そっと蓋を閉めた。遠心分離機を用いて、カラムを 4oC、10000 rpm
で 30 sec遠心分離した。カラムのコレクションチューブ部を残液ごと廃棄し、新しい 2 ml コレク
ションチューブと交換した。カラムに Buffer AW1を 500 l加え、そっと蓋を閉めた。微量高速
遠心機を用いて、カラムを 4oC、10000 rpmで 15 sec遠心分離した。  
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表 18 ： 各サンプルのMC3T3E1細胞培養時間 




















遠心分離後の残液の全量を廃棄した後、Buffer AW2を 500 l加え、そっと蓋を閉めた。微量
高速遠心機を用いて、カラムを 4oC、14000 rpmで 2 min遠心分離した。カラムのコレクションチ
ューブ部を残液ごと廃棄し、新しい 1.5 ml コレクションチューブと交換した。Buffer EB 50lを
カラム内の膜に直接注いだ後、蓋を閉め室温（15-25oC）で 2 分間静置した。微量高速遠心機
を用いて、カラムを 4oC、10000 rpmで 1 min遠心分離した。コレクションチューブ部に残った溶
液を DNA溶液とした。タッチミキサーを用いて、DNA溶液入りのチューブを 10 secずつそれ
ぞれボルテックスした。微量高速遠心機のパルス運転を用いて、ボルテックス後のチューブ壁
面に付着した液滴をチューブ底に落とした。蒸留水洗浄ならびに風乾済みの DNA 定量用セ
ルにDNA溶液 50 lを加えた。分光光度計（GeneQuant pro, Amersham Biosciences, NJ, US）
を用いて、各 DNA溶液の濃度を測定した。このとき、バックグラウンドとして蒸留水 50 lを用





original HA discの焼結温度と見かけ体積との関係を図 25に示す。焼結温度の上昇に伴い、
円板の収縮率が増加した。これは、焼結により円板内部が緻密化されたことを示す。また、各
焼結温度における original HA disc表面の SEM写真を図 26に示す。  













図 26 ：未焼結（a）、1300 oC（b）、1400 oC（c）焼結後の original HA discの SEM写真 
  











れもある[59]。一方、original HA discの FT-IRスペクトルを図 28に示す。未焼結の場合と比べ
て、1300 oCで焼結した場合の方がOH-のピークが若干小さかったものの、両スペクトルの間で
大きな違いは見られなかった。以上の結果より、以降の実験では、結晶相や含有イオンに影
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加えて、Ra、Ry、Rzにおいても両円板の間で有意差は見られなかった。以上の結果より、本実
験において original HA disc と original -Al2O3 disc との表面形態ならびに表面粗さの違いを
考慮する必要はないと結論付けた。 
 
（a）                          （b） 
 
 
図 29 ： HA（a）ならびに-Al2O3（b）の original discの SEM写真 
 
（a）                          （b） 
 
 
図 30 ： HA（a）ならびに-Al2O3（b）の original discの粗さプロファイル 
 
表 19 ： HA（a）ならびに-Al2O3（b）の original discの表面粗さ. Raは算術平均粗さ、Ryは最
大高さ、Rzは十点平均粗さを示す（mean ± SE） 
試料 Ra [m] Ry [m] Rz [m] 
HA 2.35 ± 0.14 14.71 ± 1.69 6.61 ± 0.83 
-Al2O3 2.35 ± 0.29 16.93 ± 3.12 7.54 ± 1.58 
  




original HA disc、original -Al2O3 disc、BSA-coated HA discならびに BSA-coated HA disc
の 4種類の円板表面の吸着タンパク質量と、培地への浸漬時間との関係を図 31に示す。HA
ならびに-Al2O3の両円板において、浸漬 0時間では original disc表面にほとんどタンパク質





-Al2Oに対する BSA吸着量は BSA溶液濃度 1.0 mg/ml程度で飽和することが分かっており、
本章で用いた培地の BSA濃度 7.2 mg/mlならびにコーティング溶液の BSA濃度 8.0 mg/ml
はこれよりも明らかに高濃度であった。 
両試料の original discに対する BSA吸着量は、培地浸漬時間の上昇に伴い増加し、浸漬
開始から 6時間後には BSA-coated disc と同程度の値を示した。これは、6時間かけて飽和量
の培地由来タンパク質（主に BSA）が両 original disc に吸着したことを示している。すなわち、
original disc と BSA-coated disc との差異が確保されるのは細胞培養開始から 3 h までであり、
この期間内で各円板に対する骨芽細胞接着を比較することが重要であると考えられる。 
 
（a）                          （b） 
 
 
図 31 ： HA disc（a）ならびに-Al2O3 disc（b）表面の吸着タンパク質量と培地浸漬時間（mean 
± SE, Student’s t-test, *P < 0.05, **P < 0.01, n. s.: not significant）  




original HA disc、original -Al2O3 disc、BSA-coated HA discならびに BSA-coated HA disc
の 4種類の円板に対するMC3T3-E1細胞の接着数を図 32に示す。original HA discに対す
る細胞接着数は培養 1 h で 3000 cells/disc に迫り、その後横ばいの値を示した。一方、
BSA-coated HA discに対する細胞接着数は、培養時間の延長に伴って徐々に増加し、培養 6 
hで original HA discに対する細胞接着数と同程度になった。また、original -Al2O3 disc上で
は、培養 3 h まではほとんど接着細胞が観察されなかったが、培養 6 hでは 1000 cells/disc程
度の接着細胞が観察された。一方、BSA-coated -Al2O3 disc上では、培養開始から 6 hが経
ってもほとんど細胞が接着しなかった。これらの結果は、HAならびに-Al2O3に対するBSA吸
着がMC3T3-E1細胞の接着を阻害する可能性を示唆している。 
original HA discおよび BSA-coated HA discに接着したMC3T3-E1細胞の体長を図 33に
示す。original HA disc上の細胞の体長は培養時間の延長に伴って徐々に増加し、培養 6 h
では 80 m程度の値を示した。一方、BSA-coated disc上の細胞の体長は、培養開始から 6 h
が経っても 20 m程度のままであった。また、-Al2O3に対するMC3T3-E1細胞の接着数は非
常に少なく、統計処理を行うことが出来なかった。そこで、円板に接着した細胞の形態を傾向
として捉えるため、original -Al2O3 discおよび BSA-coated -Al2O3 discにわずかに接着した
MC3T3-E1 細胞の蛍光染色写真を撮影した。代表的な接着細胞の蛍光染色写真を図 34 に
示す。 
 
（a）                          （b） 
 
 
図 32 ： HA disc（a）ならびに-Al2O3 disc（b）に対するMC3T3-E1細胞の接着（mean ± SE, 
Holm’s test, *P < 0.05, n. s.: not significant）  




図 33 ： HA discにおけるMC3T3-E1細胞の伸展（mean ± SE, Holm’s test, **P < 0.01） 
 
（a）                          （b） 
 
 
図 34 ： original -Al2O3 disc（a）ならびに BSA-coated -Al2O3 disc（b）におけるMC3T3-E1
細胞の伸展 
 
original disc 上では細胞が進展しているのに対し、BSA-coated disc 上では球形を保ったまま






図 31 によれば、HA ならびに-Al2O3に対して BSA が十分に吸着するまでには、6 時間程












original HA disc、original -Al2O3 disc、BSA-coated HA discならびに BSA-coated HA disc
の 4 種類の円板上での MC3T3-E1 細胞の増殖数を図 35 に示す。HA に関しては、original 
disc および BSA-coated disc のどちらにおいても良好な細胞増殖が観察され、両円板の間に





（a）                          （b） 
 
 
図 35 ： HA disc（a）ならびに-Al2O3 disc（b）におけるMC3T3-E1細胞の増殖（mean ± SE, 
Holm’s test, n.s.: not significant）  
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表 20 ： BSA吸着がMC3T3-E1細胞応答に与える影響 
HA MC3T3-E1細胞 -Al2O3 
阻害 接着 阻害 
阻害 伸展 阻害 
影響なし 増殖 影響なし 
BSA吸着より先 接着のタイミング BSA吸着より後 
 














骨伝導材料である HA と非骨伝導材料である-Al2O3に対する BSA の吸着が MC3T3-E1
細胞応答に与える影響を比較した。両材料に対して、BSA の吸着は MC3T3-E1 細胞の接着
ならびに伸展を阻害した。しかしその一方で、HAに対しては BSAよりも先にMC3T3-E1細胞
が、-Al2O3に対しては BSA よりも後に MC3T3-E1 細胞が接着することが分かった。これらの
知見は、生体内でアルブミンよりも先に骨芽細胞を接着することが、材料が骨伝導を発現する
条件の 1つである可能性を示唆している。  






















図 36 ： 第 5章の実験スキーム  





本章では、第 4章と同様に original HA disc、original -Al2O3 disc、BSA-coated HA discな















original HA disc、original -Al2O3 disc、BSA-coated HA discならびに BSA-coated HA disc
の 4種類の円板に対する RAW264.7細胞の接着数を図 37に示す。HAに関しては、original 
discおよびBSA-coated discのどちらにおいても良好な細胞接着が観察され、両円板の間にそ
の差異は見られなかった。一方、-Al2O3 disc に関しては、培養時間の延長に伴い original 
discに対する細胞接着数は増加した。しかし、BSA-coated discに対する細胞接着数は、培養
開始から 1 hで 1000 cells/disc程度に達した後、ほぼ一定の値を示した。これらの結果は、ア
ルブミンの吸着が-Al2O3に対する単球・マクロファージ系細胞の接着を阻害する一方で、HA
に対しては影響を及ぼさない可能性を示唆している。 
original HA disc、original -Al2O3 disc、BSA-coated HA discならびに BSA-coated HA disc
の 4種類の円板に対するRAW264.7細胞の体長を図 38に示す。4種類のすべての円板上で、
接着細胞の体長は培養時間に依らず 20 m 程度であった。これは、RAW264.7 細胞が接着
細胞ではなく浮遊細胞であったため、球形を保ったためと考えられる。 
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（a）                          （b） 
 
 
図 37 ： HA disc（a）ならびに-Al2O3 disc（b）に対する RAW264.7細胞の接着（mean ± SE, 
Holm’s test, *P < 0.05, n. s.: not significant） 
 
（a）                          （b） 
 
 
図 38 ： HA disc（a）ならびに-Al2O3 disc（b）に対する RAW264.7細胞の伸展（mean ± SE, 









original HA disc、original -Al2O3 disc、BSA-coated HA discならびに BSA-coated HA disc














た HA と BSA との特異的な吸着が考えられる。 
 
（a）                          （b） 
 
 
図 39 ： HA disc（a）ならびに-Al2O3 disc（b）に対する RAW264.7細胞の増殖（mean ± SE, 
Holm’s test, *P < 0.05, n. s.: not significant） 
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表 21 ： BSA吸着がMC3T3-E1細胞応答に与える影響 
HA RAW264.7細胞 -Al2O3 
影響なし 接着 阻害 
影響なし 伸展 影響なし 



















骨伝導材料である HA と非骨伝導材料である-Al2O3に対する BSA の吸着が RAW264.7
細胞応答に与える影響を比較した。-Al2O3に対して、BSAの吸着は RAW264.7細胞の接着
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を阻害した。一方で、HAに対しては BSAの吸着はRAW264.7細胞の接着に影響を及ぼさな
かった。これは、HA と BSA との特異的な結合に起因する現象と考えられる。すなわち、これら
の知見は、アルブミンを特異的に吸着することで単球・マクロファージ系細胞の接着阻害を回
避することが、材料が骨伝導を発現する条件の 1つである可能性を示唆している。  





























粉末ならびに-Al2O3 の代わりに-Al2O3 粉末を用いた以外は、2.2.4 と全く同様の方法
で施行した。尚、各サンプルの-Al2O3粉末は-Al2O3粉末の際と同様の 0.1 g、BSA 溶液は
0.15 ml とし、容器はマイクロチューブ（GDMSR-2ML、アズワン株式会社、大阪、日本）を用い
た。 





粉末ならびに-Al2O3 の代わりに-Al2O3 粉末を用いた以外は、2.2.5 と全く同様の方法






粉末ならびに-Al2O3の代わりに-Al2O3粉末を用いた以外は、3.2.2 および 3.2.3 と全く































図 42 ： -Al2O3の SEM写真 
 
 
表 22 ： -Al2O3の SSA 
試料 SSA [m2/g] 各サンプルの質量 [g] 各サンプルの総表面積 [m2] 





図 43 ： -Al2O3粉末ならびに BSAのゼータ電位  








本節では、比較対象として、2.3.2 節で示した HA ならびに-Al2O3に対するアルブミン吸着
試験の結果も一緒に掲載することとした。 




















図 46 ： -Al2O3、HAならびに-Al2O3粉末に対する BSA吸着の pH特性 
 
次に、-Al2O3粉末に対する BSA 吸着の pH 特性を図 46 に示す。HA 粉末の場合と同様、
BSA溶液のpH上昇に伴い、-Al2O3粉末に対するBSA吸着量は徐々に減少した。以上より、
-Al2O3に対する BSAの吸着量は、BSA溶液の濃度や pHに依らず HAに対するそれよりわ
ずかに低い値を常に示し、吸着特性はほとんど同じであった。 
また、ラングミュアプロットの相関係数は-Al2O3と HAではほぼ同程度の値を示した。これら











図 47 ： 脱水によるルイス酸サイトの形成  












-Al2O3粉末の高倍率 SEM 写真を図 48 に示す。やはり-Al2O3粉末表面は非常に滑らか
で、メソ孔の存在などは確認されなかったことから、他の 2 粉末と比べて物理吸着の点で不利
であったと考えられる。この事実が、BSAの吸着機構がHAと同様であるにもかかわらず、BSA






リプシンの反応時間に依らず、未分解の BSAと考えられる 70 kDa付近のバンド以外は観察さ






図 48 ： -Al2O3粉末の高倍率 SEM写真 
  















た。材料の骨伝導性は SBF 中での HA 形成能よりも、アルブミンの吸着特性と相関関係を有
する可能性が示唆された。 
 
表 23 ： -Al2O3、HAならびに-Al2O3に対する BSAの吸着特性 


















































図 50 ： HA-OPN吸着機構 
しかし、我々の知る限り、骨伝導を示す材料と示さない材料との間で、OPN の吸着特性の





















を 7 ml ビーカーに加えた。ビーカーに撹拌子を加え、ホットスターラー（F-17HSD、東子器械
株式会社、東京、日本）に設置した。撹拌子を回転しながら、ビーカー内に OPN
（1433-OP-050/CF, R&D Systems, Inc., MN, US）350 gをゆっくりと加えた。OPNが完全に溶
解した溶液を、50 g/ml OPN溶液とした。 
マイクロピペット（NPX-1000、アズワン株式会社、大阪、日本）を用いて、50 g/ml OPN溶液
を HA粉末入りのチューブ 5本に 0.2 mlずつ、-Al2O3粉末入りのチューブ 5本に 0.7 mlず
つそれぞれ加えた。 
 
表 24 ： 各サンプルの粉液比 
試料 試料質量 [g] OPN溶液体積 [ml] 
HA 1.8 0.2 
-Al2O3 10 0.7 
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表 25 ： 検量溶液の調製 
検量溶液濃度 [g/ml] OPN溶液体積 [ml] 生理食塩水体積 [ml] 
50 1.0 0 
30 0.6 0.4 
20 0.4 0.6 




阪、日本）にセットし、恒温器（IC402、ヤマト科学株式会社、東京、日本）内で 20 rpm、36.5 oC
で 1 h回転浸漬した。各サンプルの粉液比を表 24に示す。 
遠心器（CN-1050、アズワン株式会社、大阪、日本）を用いて、回転浸漬後の容器を 6000 
rpmで 5 min 遠心分離した。チューブを新たに 5 本用意し、表 25 に示す 4 種類の濃度の検
量溶液をそれぞれ調整した。ミニミキサーを用いて、検量溶液をそれぞれ 10 sec ボルテックス
した。 
2.2.3 と同様に、遠心浸漬後の各サンプルの上清ならびに検量溶液の OPN 濃度をブラッド







りも 3倍程度高い OPN吸着能を示した。しかし、HA粉末を含むサンプルの上清の OPN濃度
は 0 g/ml に近い値まで減少していたため、OPN溶液量が 0.2 mlよりも多ければHAのOPN
吸着量は図 51が示す値よりも若干増加した可能性がある。しかし、上清中に OPNが全く残っ
ていなかったわけではなく、-Al2O3の方が HA より高い OPN 吸着能を示したという結果に変
わりはないと考えられる。 
OPNは酸性タンパク質であるため、本実験で用いた pH7.4では負に帯電している[83][84]。
このことから、BSA の場合と同様に、HA は OPN を主に局所的なイオン間相互作用で、
-Al2O3 は OPN を主にゼータ電位による静電気的引力で吸着した可能性が高い。これは、
HAよりも-Al2O3の方が高いOPN吸着量を示したこととも一致する。すなわち、OPNが有する
ポリアスパラギン酸残基配列の COO-基と、HAが有する a面の Ca2+サイトとの間で特異的な吸
着が生じたものと考えられる。  




図 51 ： HA粉末ならびに-Al2O3粉末に対する OPN吸着量（mean ± SE, Student’s t-test, 




アルブミンの場合と同様、骨伝導を示す HA よりも骨伝導を示さない-Al2O3 の方が高い
OPN吸着能を示したことから、HAに対する OPN吸着の方が-Al2O3に対する OPN吸着より
もその吸着面積が大きいことが考えられる。この結果から予想されるHAならびに-Al2O3に対





図 52 ： HAならびに-Al2O3に対する OPNの吸着様式  





電相互作用によって OPN を吸着した可能性がある。また、その結果として、-Al2O3 の方が
HA よりも高い OPN 吸着能を示した。これらの知見は、OPN 吸着能が低いこと、またはイオン
間相互作用によって OPN を特異的に吸着し、その RGD 配列を露出することが、材料が骨伝
導を発現する条件の 1つである可能性を示唆している。 
  














環境下で 3 mg/m2未満の場合に、その材料は骨伝導を示した。 
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